














　古代 DNA に関する研究は、1980 年代から研究が行われており、最近では非常に盛んに研究
が行われている。これらの研究の中で用いられている手法は多岐に渡っており、まずはその手
法に関する情報収集を行った。
　古代 DNA の抽出法は、大きく分けて 2 つの方法に分けることができる。一つは「Silica 法」、
もう一つは「フェノール・クロロホルム抽出法」である。それぞれの方法はさらに細かく分類
され、最近では DNA 精製用のキットも各メーカーから発売さている（表 1）。
抽出法の検討
　表 1 に挙げたように、古代 DNA の抽出法に関しては多くの方法が知られており、サンプル
によって各抽出法の適不適があることも知られている。そこで、研究室内での抽出法の確立
に際し、① phenol-chloroform DNA-extraction、② QIAquick purification,1998 , Dongyay Yang et al 、③












　まず phenol:chloroform DNA-extraction を、インダス文明期の家畜ウシサンプルを用いて検討







　次に QIAquick purification を検討した。この方法は非常に簡便であり作業ステップも少ないこ




　最後に Silica methodを検討した。手順はNadin Rohland and Michael Hofreiter , 2007aを参考にした。
作業過程に問題点は無く、抽出液を正確に得ることができた。一般に、Silica method では、フェ
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ノール・クロロホルム抽出法に比べて DNA の回収率が悪いとされているが、Nadin Rohland 




　続いて、Silica method によって骨に残される DNA がきちんと回収されているかを検討する
ことにした。抽出液から、ウシ特異的な primer（AN2F:16022-16041, 5ʼ-GCCCCAT GCATATA-




primer(5ʼ-ATTTATTGATCGTCCACCTC-3ʼ, 5ʼ-CATCTTGGCATCTTCAGTGCC-3ʼ ), Komiyama T et 
al, 2004 を用いて PCR を行い、増幅が行われるかを確認した（図 3）。この過程は、以下の二つ








































回収した粉を用いて、Nadin Rohland and Michael Hofreiter , 2007a の論文を参考にし、抽出液を得
た。簡潔に述べると、まず、100mg ～ 500mg までの粉を、proteinaseK を含む 0.5M EDTA 溶液
2~10ml に入れ、一晩室温でゆっくり撹拌する。溶液を遠心して上清を回収し、４倍量の Bind-
ing buffer と 100 μ l の Silica pellet を入れ、pH 4.0 で 3 時間ゆっくり撹拌する。遠心して Silica 
pellet を Washing buffer で二度洗浄し、15 分乾燥させる。最後に Tris-EDTA 溶液 50 μ l を混ぜて
DNA を溶出し、DNA を含む抽出液を得た。
　抽出した溶液を用いて、PCR を試みた。PCR の条件は、最終量を 20 μ l とし、HotStart Ex-
Taq kit を用いた。buffer 2 μ l、dNTP 0.8 μ l、primer 各 0.25 μ M、HotStart ExTaq polymerase を 0.1
μ l、抽出液を 2 μ l 用いた。PCR のサイクルは、94℃ 5 分のプレヒートをし、その後 94℃ 30
秒、60℃ 30 秒、72℃ 30 秒を 30 サイクル行い、最後に 72℃ 5 分、4℃の手順で行った。PCR 後
溶液を用い、2nd PCR を行った。buffer 2 μ l、dNTP 0.8 μ l、primer 各 0.5 μ M、HotStart ExTaq 
polymerase を 0.1 μ l、1st PCR 溶液を 2 μ l 用いた。PCR のサイクルは、94℃ 5 分のプレヒート




は ABI の 3130xl を用い、メーカー推奨のプロトコルに従った。
結果
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